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APRESENTAÇÃO 


A campilobacteriose, doença causada pelo agente infeccioso 
Campylobacter, tem elevada incidência mundial e pode ser considerada 
relevante do ponto de vista socioeconômico, uma vez que se trata de 
uma doença transmitida por alimentos contaminados, não sendo seguros 
principalmente para crianças, idosos e pessoas com sistema imunológico 
comprometido, especialmente de países em desenvolvimento, onde os 
quadros muitas vezes podem evoluir para óbito. 


No Brasil, a ausência de registos pode levar a conclusão errônea de 
que há poucos casos da doença, tornando o conhecimento a respeito da 
bactéria, sua patogenia e métodos diagnósticos muito importante para a 
saúde pública e segurança alimentar tanto para a agroindústria, quanto 
para a população. 

Desta forma, este livro busca expandir o entendimento sobre 
a doença, alertar sobre a subnotificação e o subdiagnóstico além de 
apresentar as metodologias de diagnósticos microbiológicos, moleculares 
e imunológicos disponíveis. 

Esperamos que a leitura do texto seja suficientemente clara a 
fim de sanar as principais demandas de conhecimento a respeito da 
campilobacteriose e trazendo as devidas respostas aos questionamentos 
sobre esta doença de importância mundial. 
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INTRODUÇÃO 


As doenças transmitidas por alimentos (DTAs) ocorrem pela 
ingestão de agentes patogênicos ou toxinas presentes em alimentos 
devido a problemas higiênico-sanitários na manipulação ou produção e, 
normalmente, são manifestadas por uma síndrome composta por perda 
de peso, vômitos e diarreia, com presença ou não de febre (WHO, 2010; 
BRASIL, 2011). A campilobacteriose é a principal DTA em países da 
Europa e nos EUA desde 2005 (EFSA, 2021; CDC 2017). No entanto, não 
existem registros de casos de surtos alimentares relacionados a bactérias 
do gênero Campylobacter no Brasil, devido às dificuldades no diagnóstico 
e a problemas de subnotificação (CISCO et al., 2017). 


O gênero Campylobacter pertence à família Campylobacteraceae, 
representada por 36 espécies, porém as espécies associadas com maior 
frequência como causadoras de infecção em humanos são as catalase- 
positivas, principalmente a Campylobacter jejuni e Campylobacter coli 
(STERN et al., 2001; DSMZ, 2017). Essa bactéria é um bacilo curvo, fino, 
espiralado, gram-negativo, não produtor de esporos e microaerófilo. O 
gênero possui faixa de pH ideal para crescimento entre 6,5 e 7,5 e possui 
sensibilidade à desidratação e ao sal (WINN et al., 2006; BRASIL, 2011). 


Os Principais sinais clínicos em humanos acometidos por 
Campylobacter são os mesmos identificados em outras DTAs, que incluem 
diarréia líquida com ou sem presença de muco ou sangue, dor abdominal, 
febre e vômitos com duração de cinco a sete dias (BUTZLER, 2004; 
ZHANG, 2008). Alguns indivíduos podem apresentar quadros graves como 
septicemia, meningites, abscessos e doenças auto-imunes pós-infecção, 
como a Sindrome de Guillain-Barré (VUCIC et al., 2009; STRACHAN etal., 
2013; SCALLAN et al., 2015). 


O frango de corte é o principal reservatório de Campylobacter e age 
como hospedeiro assintomático, alojando e disseminando o patógeno para 
todo o lote, aumentando o risco de contaminação após processamento 
na indústria avícola (CARVALHO, LIMA & PEREIRA, 2002). Na União 
Européia, em 2019, foram notificados 220.682 casos de campilobacteriose 
em humanos, o que a classificou como a principal zoonose alimentar 
notificada nestes países, sendo a carne de frango o principal alimento na 
cadeia de transmissão do patógeno, correspondendo a 41% dos alimentos 
em geral (EFSA, 2021). 
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Nos EUA, de acordo com o Centers for Disease Control and 
Prevention, foram diagnosticados 8.547 casos em humanos em 2016, 
sendo também a principal DTA naquele período (CDC, 2017). No 
Brasil, os poucos registros identificados da doença em humanos estão 
relacionados a pesquisas pontuais. Pinheiro (2005) identificou a presença 
de Campylobacter spp. em pacientes com diarreia aguda ou crônica no 
Brasil e destacou que a incidência nos quadros diarreicos tem variações 
entre 2,3 a 17%, dependendo da idade e das condições socioeconômicas 
dos pacientes. 


Em um estudo realizado no Egito foram coletadas 435 amostras 
que incluíam frangos de corte, aves de postura e fezes humanas. Destas, 
15,17% foram positivas para a presença de C. jejuni, e evidenciaram por 
meio de investigação filogenética que dois isolados de amostras de frangos 
de corte positivos para a presença de C. jejuni possuíam alta homologia 
com outros isolados de fezes humanas, demonstrando o potencial risco 
de transmissão e a necessidade de melhorias sanitárias a fim de controlar 
este patógeno (GHONEIM et al., 2021). 


Apesar do avanço no controle de campilobacteriose por meio da 
inclusão de normativas e legislações, é essencial ressaltar que métodos 
de isolamento convencional não são capazes de identificar a forma viável 
não cultivável (VNC), biofilme e planctônica no alimento. Isso evidencia a 
necessidade deste livro que possui o objetivo de ampliar o entendimento 
sobre a Campylobacter e apresentar as metodologias de diagnósticos 
microbiológicos e moleculares disponíveis atualmente, a importância do 
diagnóstico desse microrganismo para as agroindústrias e para a saúde 
pública e as boas práticas alimentares de modo a evitar a doença e 
contaminações cruzadas de alimentos (PARK, 2002; KEUM-IL et al., 2007). 


Em relação aos estudos sobre contaminação em amostras de 
frango no país, observa-se variação nas porcentagens de contaminação, 
alterando com a origem do produto. Cisco et al. (2017) verificaram em três 
abatedouros de frangos de corte no Rio Grande do Sul, uma contaminação 
de 63,8% em carcaças de frango congeladas e resfriadas prontas para 
consumo. 


É possível observar ainda a presença de Campylobacter em aves 
silvestres, representando possível perigo em condições inadequadas em 
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que há a presença de animais silvestres próximo a aviários de frango 
de corte. No trabalho de Dias et al. (2019) foi analisada a presença de 
Campylobacter spp. em aves silvestres capturadas próximo a um aviário 
no estado do Rio Grande do Sul. Os autores obtiveram positividade em 
duas espécies de aves silvestres bem como nos aviários próximos, no 
entanto não foi comprovada a contaminação mútua. 


Segundo dados de 2020 e valores preliminares de 2021 fornecidos 
pela Associação Brasileira de Proteína Animal (ABPA, 2021), o Brasil se 
destaca como o maior exportador e o terceiro maior produtor mundial de 
carne de frango. Em 2020, o país produziu 13.845 toneladas de came 
de frango, sendo 69% desse valor destinado para o consumo interno e 
31% para exportação (ABPA, 2021). Perante a posição de destaque da 
avicultura brasileira, há necessidade de maiores cuidados para garantia 
da segurança alimentar dos consumidores de carne de frango, visto que 
representa o principal disseminador da campilobacteriose (BRASIL, 2011). 

Este livro foi escrito por meio de extensa pesquisa bibliográfica, 
visando expandir o conhecimento sobre a campilobacteriose, alertar o 
subdiagnóstico desta DTA no Brasil e evidenciar os métodos diagnósticos 
disponíveis atualmente. 
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DESENVOLVIMENTO 


Este trabalho configura-se como uma revisão de literatura em que se 
ressalta a pesquisa bibliográfica, que tem o princípio qualitativo de fornecer 
uma visão geral do objeto estudado, por meio de pesquisa focalizada 
e aprofundada sobre o tema campilobacteriose (SOUSA, OLIVEIRA & 
ALVES, 2021). 


A abordagem utilizada foi a literatura seletiva, devido a necessidade 
de delimitação e atualização de um vasto conteúdo sobre o tema de 
acordo com o objetivo geral e específicos do presente estudo, de forma 
a elucidar o assunto a partir de referências teóricas publicadas (BENTO, 
2012). A pesquisa qualitativa busca facilitar a descrição da complexidade, 
hipóteses de temas, compreender e analisar a interação entre variáveis 
(LIMA & MIOTO, 2007; SOUSA, OLIVEIRA & ALVES, 2021). 


O levantamento bibliográfico foi realizado a partir de periódicos 
nacionais e internacionais, através de livros e dos bancos de dados Google 
Acadêmico, BMC, Scielo, Web of Science e PubMed, entre janeiro e junho 
de 2021, com as palavras chave: Campylobacter, campilobacteriose, 
diagnóstico, biofilme e DTAs em português e inglês. O foco foram artigos 
publicados entre 2000 a 2021, dentre os quais foram selecionados os mais 
relevantes e recentes para a revisão, além das literaturas de base que 
abrangem a temática. 


Desenvolvimento RES 


Campylobacter 


O gênero Campylobacter surgiu após dois cientistas, Sebald e 
Véron aplicarem o teste de metabolismo fermentativo de Hugh e Leifson 
e observar diferença nas bases de DNA de bactérias, antes classificadas 
como bactérias do gênero Vibrio spp. (ON, 2001). 


As bactérias do gênero Campylobacter são gram-negativas cuja 
principal característica é o crescimento por microaerofilia, requerendo 
baixas quantidades de oxigênio para sua multiplicação. Concentrações 
de oxigênio inferiores a 3% e maiores que 15% inibem seu crescimento, 
sendo ideal a concentração de 5% (BRASIL, 2011). 


O nome do gênero deriva do grego e significa Apresentam formas 
variadas sendo curvada em forma de “s”, também chamada “asa de 
gaivota”, ou ainda como forma de espiral, tendo um comprimento de 
aproximadamente 0,2 a 0,5 um de largura e 0,5 a 5 um de comprimento. 
Possuem mobilidade conferida por um único flagelo que apresenta de 
duas a três vezes o tamanho da célula, movimentando-se em forma 


característica de saca-rolhas. (ON, 2001) (Figura 1). 
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Figura 1: Campylobacter sp. 
Fonte: De Wood, apud Orihuel 2015 
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A família Campylobacteraceae possui 32 espécies e 13 subespécies 
do gênero Campylobacter: 


Campylobacter avium 

Campylobacter butzleri 

Campylobacter canadensis 
Campylobacter cinaedi 

Campylobacter coli 

Campylobacter concisus 

Campylobacter cryaerophilus 
Campylobacter cuniculorum 
Campylobacter curvus 

Campylobacter fennelliae 

Campylobacter fetus 

* Campylobacter fetus subsp. fetus 

* Campylobacter fetus subsp. venerealis 
Campylobacter gracilis 

Campylobacter helveticus 

Campylobacter hominis 

Campylobacter hyoilei 

Campylobacter hyointestinalis 

* Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis 
* Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii 
Campylobacter insulaenigrae 
Campylobacter jejuni 

* Campylobacter jejuni subsp. doylei 


* Campylobacter jejuni subsp. jejuni 


Campylobacter 





* Campylobacter lanienae 
* Campylobacter lari 
* Campylobacter lari subsp. concheus 
* Campylobacter lari subsp. lariCampylobacter mucosalis 
* Campylobacter mustelae 
* Campylobacter nitrofigilis 
* Campylobacter peloridis 
* Campylobacter pylori 
* Campylobacter pylori subsp. mustelae 
* Campylobacter pylori subsp. pylori 
* Campylobacter rectus 
* Campylobacter showae 
* Campylobactersputorum 
* Campylobactersputorum subsp. bubulus 
* Campylobacter sputorum subsp. mucosalis 
* Campylobacter sputorum subsp. sputorum 
* Campylobacter subantarcticus 
- Campylobacter upsaliensis 
* Campylobacter ureolyticus 


* Campylobacter volucris 


As espécies C. jejuni, C. coli e C. lari são classificadas como 
termofílicas, pois crescem em uma faixa estreita de temperatura, variando 
entre 30ºC e 47ºC, com temperatura ótima de crescimento de 42ºC (PARK, 
2002). As condições mínima, máxima e ótima de crescimento das bactérias 
do gênero Campylobacter encontram-se disponíveis na tabela 1. 


Campylobacter 





Parâmetros Mínimo Ótimo Máximo 
Tensão de O, 3% 2% 15% 
Temperatura 30ºC 42ºC 47ºC 
pH 5,5 6,5-7,5 8,0 
NaCl - 0,5% 2,0% 
Co - 10% - 


2 





Tabela 1. Características de crescimento de Campylobacter sp. 


Aadesão da bactéria às células do trato gastrointestinal do hospedeiro 
se dá pela presença de adesinas localizadas nos flagelos e em outros 
componentes da superfície celular. Após a adesão, a bactéria invade as 
células por endocitose promovendo perda das microvilosidades e apoptose 
prematura provocada pelas toxinas produzidas por Campylobacter. Dentre 
as toxinas produzidas estão as enterotoxinas que possuem a capacidade 
de se ligar a um receptor celular, promovendo desregulação da Adenil 
ciclase e elevando, assim os níveis de monofosfato cíclico de adenosina 
(AMP cíclico) que promove o aumento da secreção celular, potencializando 
o efeito inflamatório do trato gastrointestinal e ocasionando os sintomas da 


campilobacteriose (BRASIL, 2011). 
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Campilobacteriose 


Aves domésticas como frangos, perus e patos são frequentemente 
infectados por bactérias do gênero Campylobacter, principalmente pelas 
espécies C. jejuni e C. coli. Estas bactérias são hospedeiros do trato 
gastrointestinal de aves e produzem pouca ou nenhuma doença clínica 
nas aves (ZHANG & SAHIN, 2020). 


A primeira associação de bacilos Gram negativos curvos à 
diarreia humana foi sugerida por Levy em 1946, por meio de um estudo 
epidemiológico realizado na penitenciária de Illinois. Levy observou a 
presença de uma bactéria semelhante ao Vibrio em 20% das amostras. 
Posteriormente, em 1963, Sebald e Veron propuseram a criação do gênero 
Campylobacter para inclusão dessas bactérias devido a diferença na 
temperatura, condições de crescimento e composição de nucleotídeos do 
DNA (LEVY, 1946; SEBALD & VERON, 1963; FERNÁNDEZ, OCHOA & 
SIMALUIZA, 2016). 


A campilobacteriose é a zoonose alimentar bacteriana de maior 
ocorrência na Europa, configurando-se como um problema de saúde 
pública (EFSA, 2021). Segundo a EFSA (2021), Campylobacter é o 
principal patógeno relacionado às gastroenterites alimentares nos países 
da União Europeia desde 2005, frequentemente excedendo os números 
de casos de Salmonella e Shigella. 


De acordo com dados do EFSA (2015) dentre as cepas mais 
comumente envolvidas em surtos, destaca-se a presença de Campylobacter 
colie C. jejuni. Em países subdesenvolvidos ainda se observa a dificuldade 
na detecção e identificação do patógeno responsável pelos surtos. A 
espécie termotolerante que apresenta maior patogenicidade em infecções 
humanas e associada à maioria dos casos de síndrome de Guillain- 
Barré (SGB) é a Campylobacter jejuni e posteriormente, C. colie C. lari 
por serem fenotipicamente difíceis de distinguir. A C. jejuni é considerada 
dentre o gênero a espécie mais virulenta devido a resistência que possui à 
fagocitose (BRASIL, 2011). 

Apesar de a patogênese completa ser pouco elucidada, o gênero 
em estudo possui alguns mecanismos patogênicos conhecidos, como 
complexo flagelar, quimiotaxia, aderência, invasão celular e produção de 
toxinas (PERES, 2020). A Campylobacter inicialmente coloniza o intestino 
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delgado e depois se move para o cólon, que é o órgão alvo da doença. A 
bactéria possui várias adesinas diferentes que contribuem para sua adesão 
bem-sucedida às células epiteliais do intestino, porém a importância de 
cada adesina ainda é pouco conhecida. As interações de Campylobacter 
com células epiteliais, dendríticas e macrófagos podem desencadear 
a ativação de fatores pró-inflamatórios com liberação de quimiocinas e 
citocinas que, provavelmente, contribuem para ocorrência da diarreia e 
eliminação da infecção (YOUNG et al, 2007). 


A síndrome de Guillain-Barré (SGB) é uma doença autoimune que 
atinge o sistema nervoso periférico causando paralisia flácida aguda. 
Esta doença está associada a diversas doenças infecciosas, no entanto 
as doeças entéricas causadas pela Campylobacter parecem ser o evento 
antecedente mais comum associado a esta síndrome. Vários casos de 
SGB associados à infecção por Campylobacter já foram relatados no 
mundo (VAN KONINGSVELD et al, 2001; LASTOVICA et al, 1997; HO et 
al, 1995). 

Os principais fatores causadores de campilobacteriose em humanos 
são associados a produtos de origem animal sem processamento térmico, 
consumo de carne de frango contaminada e crua ou malcozida, contato 
com animais doentes e contaminação cruzada por práticas incorretas na 
manipulação de alimentos (BEHRENS et al., 2010; SCALLAN et al., 2015). 


O período de incubação da Campylobacter no organismo humano 
varia de dois a dez dias e os sinais clínicos comuns são diarreia líquida 
com ou sem presença de muco ou sangue, dor abdominal, febre e vômitos 
com duração de cinco a sete dias (BUTZLER, 2004; ZHANG, 2008). Em 
quadros graves principalmente em pacientes imunossuprimidos pode 
ocorrer septicemia, meningites, abcessos e doenças auto-imunes pós- 
infecção (VUCIC et al., 2009; STRACHAN et al., 2013; SCALLAN et al., 
2015). Ainda podem ser levados em consideração fatores como estado 
imunológico e idade do paciente, assim como o potencial virulento do 
patógeno para determinar casos mais graves ou mais brandos da doença 
(NIELSEN et al., 2013). 


Casos de campilobacteriose em pacientes portadores do vírus HIV já 
foram relatados em todo o mundo e a incidência de manifestações clínicas 
é maior que em pacientes HIV negativos, sendo maior também em países 
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em desenvolvimento (QUINN, 1997). Estas observações reforçam a 
importância dos cuidados necessários para controlar e evitar esta doença 
em países em desenvolvimento. 


Afigura 2 ilustra os principais fatores causadores da campilobacteriose 
bem como os principais sintomas causados pela infecção pela bactéria. 
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Figura 2: Formas de transmissão e sintomatologia de campilobacteriose. 
Adaptado de Kaakoush et al. (2015). 


Curiosamente, estudos epidemiológicos apontam a existência de 
uma diferença socioeconômica na manifestação da doença, sendo, em 
países desenvolvidos, uma disenteria autolimitada e, em países em 
desenvolvimento, uma diarreia aquosa, sendo mais frequente em crianças 
(YOUNG et al, 2007). A patogênese é muito influenciada pela virulência 
da cepa, bem como pela susceptibilidade do hospedeiro, tendo maior 
gravidade em pacientes imunossuprimidos ou desnutridos (ZILBAUER, 
2008). 


De acordo com Centers for Disease Control and Prevention (2017), 
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a dose infectante de Campylobacter em alimentos é baixa, menos de 500 
unidades formadoras de colônias (UFCs) podem causar a doença em 
humanos. 


Segundo a Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde 
(2020), ocorreram 626 surtos de doenças transmitidas por alimentos (DTAs) 
no Brasil entre os anos de 2016 e 2019, acometendo 37.247 pessoas e não 
foi diagnosticado nenhum caso de campilobacteriose, sugerindo possível 
subdiagnóstico e subnotificação da doença no país. 


A enterite por Campylobacter é autolimitada e a terapia com 
antibióticos geralmente não é recomendada. No entanto, os agentes 
antimicrobianos são recomendados para infecções extra-intestinais e para 
o tratamento de pessoas imunocomprometidas. 


Eritromicina e ciprofloxacina são drogas de escolha, porém a taxa 
de resistência a esses medicamentos está aumentando tanto nos países 
em desenvolvimento como nos países desenvolvidos, embora a incidência 
seja maior em países em desenvolvimento. Fatores como a automedicação 
e o uso desses medicamentos para o tratamento de outras doenças são as 
causas mais comuns de resistência nos países em desenvolvimento. No 
caso de países desenvolvidos, a resistência se da devido ao fato do uso 
desses medicamentos em animais de produção e uso por pessoas que 
viajam a países em desenvolvimento (ENGBERG et al., 2001). 
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MECANISMOS DE RESISTÊNCIA EM CONDIÇÕES 
ADVERSAS 


Primeiramente, é importante elucidar as particularidades das 
diferentes formas que a Campylobacter spp. pode ser encontrada. 
Uma delas é a forma espiralada, que representa a fase de crescimento 
exponencial da bactéria, enquanto a forma cocóide indica a fase 
estacionária. A transição para a segunda fase é decorrente de situações 
estressantes para a bactéria, nas quais adaptações são necessárias para 
garantir sua sobrevivência no meio em que se encontra, tendo como 
exemplo alterações na temperatura, falta de alimento, estresse oxidativo e 
possível estresse osmótico (IKEDA, 2012). 


Campylobacter é um bacilo curvo capaz de realizar retração 
citoplasmática e adquirir a forma resistente de cocos gram negativos, 
conhecida como “forma viável não cultivável” (VNC) em condições 
adversas, como envelhecimento da cultura, variação de pH, estresse 
térmico, oxidativo e nutricional, permitindo a sobrevivência do patógeno. 
Um exemplo de situação indutora da aquisição desse estado é a 
refrigeração ou congelamento da carne de frango destinada ao consumo 
(CHAISOWWONG et al., 2012; MAGAJNA & SCHRAFT, 2015). 


Este gênero torna-se não cultivável quando assume o estado VNC, 
impedindo a detecção da bactéria em alimentos e isolamento convencional, 
porém o patógeno permanece infectante devido à inativação parcial que 
ocorre, mantendo genes de virulência como flaA, flaB, cadF, ciaB, cdtA, 
catB e cdtC ativos (ALMOFTI et al., 2011; SVENSSON etal., 2014; PERES, 
2020). 


Aredução da atividade metabólica da forma cocóide de Campylobacter 
pode ocasionar a elevação de resistência antimicrobiana e, quando em 
condições ideais, retoma a forma de vida livre (planctônica) de bacilos 
curvos (EMBRAPA, 2012). 

As condições ótimas de crescimento são em temperatura de 42ºC, 
sob microaerofilia (Figura 3). Em aerofilia, sua estabilidade é melhor 
alcançada na temperatura de 4 ºC, onde ocorre a sua alteração de forma 
espiral para forma cocóide e se mantém na forma VNC. Ainda, se mantida 
em microaerofilia após entrar na forma VNC, as estirpes de Campylobacter 
são capazes de retornar a forma viável e se multiplicar (LEE et al., 2005). 
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Figura 3. Jarra de anaerobiose utilizada para permitir o desenvolvimento e 
cultivo de microrganismos anaeróbios em atmosfera de microaerofilia. 


Fonte: Própria autoria 


Jang et al. (2007) estudou a adesão de Campylobacter na pele de 
frangos sob diferentes condições e temperaturas. Observou que quando 
em forma VNC, em temperaturas de 4, 25 e 37ºC e condições anaeróbias, 
C. jejuni foi capaz de aderir a peles de frangos, o que ressalta a grande 
capacidade multiplicativa desta cepa no trato gastrintestinal de humanos, 
na qual ocorre microaerofilia, possibilitando a alteração da forma não 
cultivável para a forma viável, elucidando a importância de melhores 
programas de prevenção à Campylobacter spp. em aves a fim de evitar 
surtos de DTA consequentes. 


O verão concentra grande parte das ocorrências de campilobacteriose, 
com a faixa térmica ideal para seu crescimento, porém em baixas 
temperaturas nas quais ocorre um estresse térmico em que são liberados 
radicais superóxidos, as bactérias são capazes de expressar a enzima 
SOD (superóxido desmutase) que permite a sua sobrevivência (SCALLAN 
et al., 2011). Seu mecanismo de ação envolve basicamente a lise do 
superóxido liberado, convertendo em peróxido de hidrogênio e dioxigênio, 
impedindo consequentemente o estresse oxidativo (STINTZI, 2003). 


Outro mecanismo de resistência para condições adversas pode ser 
a manutenção das bactérias em sua forma séssil (biofilmes). Os biofilmes 
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são formados por comunidades bacterianas, que ficam protegidas por uma 
matriz extracelular composta por proteínas, polissacarídeos, DNA entre 
outros, e oferecem proteção às bactérias além de manter os nutrientes e 
evitar a desidratação (DRODZ, 2014). 


Os biofilmes representam grande impacto na indústria de alimentos, 
visto que, uma vez que as bactérias adquirem essa forma de vida, a 
sanitização dos equipamentos e superfícies, como o aço inoxidável, 
poliuretano e polipropileno, é prejudicada. Além disso, as bactérias podem 
formar biofilmes também nos alimentos e em diversas áreas das indústrias 
de alimentos, como paredes e pisos, o que facilita a recontaminação 
pelo patógeno (CAMPOS & BOTUCATU, 2014; LEWIS, 2001). Diversos 
mecanismos diferentes estão envolvidos na formação e manutenção do 
biofilme e serão aprofundados no próximo tópico. 


BIOFILMES 


Um dos maiores desafios da indústria alimentícia diz repeito 
à segurança dos produtos que serão comercializados. Isso porque 
podem ser observadas falhas, principalmente durante os processos de 
limpeza, que vão favorecer a permanência daqueles micro-organismos 
que tem grande capacidade de formação de biofilmes. Dentre os micro- 
organismos transmitidos por alimentos que tem grande capacidade de 
formação de biofilmes, as bactérias do gênero Campylobacter são de 
extrema relevância, principalmente por serem comumente veiculados por 
subprodutos avícolas e representarem grande risco de infecções para 
seres humanos (POMETTO, 2015). 


Estudos relatam que um dos maiores responsáveis por riscos de 
contaminação cruzada no processamento de alimentos é a formação de 
biofilme em superfícies, como por exemplo, em tábuas de corte e facas, ou 
seja, a partir do momento em que utensílios são contaminados por micro- 
organismos presentes nos alimentos, estes podem vir a formar biofilmes em 
suas superfícies, e caso não sejam adequadamente higienizados, podem 
se tornar fonte de contaminação para outros alimentos que podem chegar 
contaminados à mesa do consumidor (NGUYEN et al., 2012; REUTER et 
al., 2010). 
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Micro-organismos como as bactérias do gênero Campylobacter, 
desde que presentes no ambiente das indústrias de alimentos, 
principalmente de subprodutos avícolas tem a forte tendência à formação 
de biofilmes (Steenackers et. al, 2012; Vivian, 2014) e este processo é 
favorecido especialmente devido ao fato de que nos frigoríficos, o resíduo 
produzido pelo abate (especialmente pelo abate de frangos) é rico em 
lipídios, proteínas e pode se depositar em diversas superfícies. A partir 
da presença de “chicken juice” (“suco de frango”), os biofilmes formados 
são considerados fortemente aderentes, o que consequentemente torna- 
se uma forma de persistência dos micro-organismos nos abatedouros 
(REUTER et al., 2010; BROWN et al., 2015; MELO et al., 2017). 


Os biofilmes podem ser considerados como estruturas formadas a 
partir de um processo no qual ocorre a adesão de células bacterianas 
a superfícies bióticas ou abióticas. Essas células bacterianas agrupadas 
formam comunidades envoltas por uma matriz polimérica extracelular 
composta especialmente por exopolissacarídeos (EPS) produzida pelos 
mesmos, além de proteínas e ácidos nucleicos, a qual confere proteção 
contra agentes estressores (como agentes biocidas) a esta nova 
estrutura, além de conferir o acúmulo de nutrientes e a prevenção contra 
a desidratação (AZEVEDO; CERCA, 2012; FENG et al., 2017; GIAOURIS; 
NESSE, 2015; LIN et al., 2017). 


Outro ponto importante em relação aos micro-organismos que 
formam um biofilme é que este pode ser formado apenas por uma espécie 
de bactéria ou por mais espécies associadas (multi-espécies) (RICE; 
WUERTZ; KJELLEBERG, 2016). Aqueles que se encontram compostos 
por mais de uma espécie, geralmente são mais estáveis do que biofilomes 
monoespécies (STEWART; FRANKLIN, 2008). Além disso, bactérias 
aeróbias tem a capacidade de auxiliar na permanência de Campylobacter 
em estruturas de biofilmes, pois causam a diminuição da taxa de oxigênio 
na matriz polimérica. 


A permanência de bactérias do gênero Campylobacter na cadeia 
produtiva de frangos (especialmente de corte) pode ser considerada 
um problema de saúde pública de grande relevância, pois gera grandes 
gastos com tratamentos com antibióticos e hospitalizações decorrentes 
das sequelas pós-campilobacteriose (BATZ; HOFFMANN; MORRIS, 2012; 
GIBNEY et al., 2014; MANGEN et al., 2015). 
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Assim, torna-se de extrema importância que boas práticas na 
fabricação (BPF) em indústrias de alimentos sejam adotadas e cumpridas 
com rigor. As BPF consistem em um conjunto de normas que tem por 
objetivo assegurar, associados a outros programas, a qualidade nos 
processos envolvidos na produção de alimentos. São bastante reconhecidos 
e eficientes para obter-se um produto final seguro (GOMES, 2006). 

O processo de formação dos biofilmes se dá a partir de cinco etapas. 
São elas: Fase livre, Fixação à superfície, Micro-colônia, Macro-colônia e 
Dispersão (ROSSI et al., 2016). 





Figura 4. Etapas do ciclo de formação de biofilmes de bactérias do gênero 

Campylobacter: (a) fase livre, (b) fase de adesão à superfície, (c) formação 

de microcolônias (d) formação de macrocolônias e (e) dispersão. As setas 

indicam o caminho percorrido pelos nutrientes (azul) e excretas (vermelho) 
dentro dos túbulos formados no biofilme maduro. 


Fonte: ROSSI, 2016 


Na primeira fase (fase livre) através da motilidade oferecida pelo 
flagelo do micro-organismo, ocorre uma fixação reversível do mesmo em 
superfícies. Esta fixação é de baixa intensidade e é marcada por interações 
eletrostáticas, hidrofóbicas e força de van der Walls, o que viabiliza a 
movimentação total da célula bacteriana. No entanto, além de permitir 
sua movimentação, também é uma fase onde os microorganismos podem 
facilmente ser removidos das superfícies a partir de processos ideais de 
limpeza (MOE et al, 2010). 
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A segunda fase conhecida como fase de fixação irreversível à 
superfícies, é marcada pelo aumento da ligação das células bacterianas 
com a superfície, e isso se dá devido ao aumento da produção contínua de 
exopolímeros, adesinas e DNA (DNA extracelular com função estrutural). 
Além disso, ocorre o envolvimento de forças dipolo-dipolo, ligações 
de hidrogênio, interações hidrofóbicas, ligações iônicas e covalentes. 
Portanto, nesta etapa, a remoção das células bacterianas encontra-se 
mais dificultada, necessitando de força mecânica ou tratamento químico. 
A terceira etapa é marcada pela formação de micro-colônias, e nesta, as 
células bacterianas encontram-se imóveis. Além disso, ocorrerá também a 
ativação do mecanismo de quorum-sensing (MOE et al., 2010). 


A quarta etapa é marcada pela formação de macro-colônias, onde se 
observa uma dispersão de exopolímeros mais lenta que o metabolismo das 
células bacterianas, assim, os gradientes químicos serão responsáveis por 
criar micro-nichos, no interior dos quais, torna-se possível observar locais 
onde há morte bacteriana e onde as formas livres do micro-organismo 
tornam-se móveis (CAPPITELLI et al., 2014). 


No quinto estágio há a dispersão das formas livres das células 
bacterianas possibilitando assim a formação de novos biofilmes 
(CAPPITELLI et al., 2014). 


No que diz respeito à formação de biofilmes, pode-se dizer que 
existem mecanismos intrínsecos e extrínsecos envolvidos neste processo 
(Baugh, 2013), assim, embora os estudos genéticos sobre os mecanismos 
responsáveis pelos processos de produção de biofilmes ainda não consigam 
elucidar muitas questões (TEH; LEE; DYKES, 2017), atualmente já se 
sabe que muitos genes quando codificados, se tornam os responsáveis 
por várias etapas deste processo por bactérias do gênero Campylobacter 
(MELO et al., 2017). 


A saber, por exemplo, aqueles que atuam para a motilidade (flaA, 
flaB, etc.), resposta a agentes estressores (spoT, csrA, ahpC, cosR e cprS), 
modificações na superfície bacteriana (peb4, waaF, pgp1) e detecção de 
quorum sensing (luxS) (GARCÍA-SANCHEZ et al., 2019; WAGLE et al., 
2019). 


O flagelo único ou em ambos os polos da célula bacteriana de 
Campylobacter jejuni;, é composto por duas proteínas: a flagelina 
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maior FlaA, e a flagelina menor FlaB, codificadas pelos genes flaAB, 
respectivamente. Não atua apenas na motilidade celular, mas também na 
secreção de proteínas de virulência e mediação da formação das micro- 
colônias do biofilme (GUERRY, 2007; BARREROTOBON; HENDRIXSON, 
2014). De acordo com O'toole; Kolter (1998), o flagelo facilita a adesão das 
células bacterianas às superfícies através de interações físico-químicas, 
superando as forças repulsivas associadas à superfícies. Embora esses 
genes sejam necessários para a formação do biofilme, a ausência dos 
mesmos não impede que a célula bacteriana adquira a forma séssil, no 
entanto, dará origem a biofilmes mais fracos, ou seja, a expressão ocasiona 
a fixação, estruturação e orientação ao biofilme pré-existente (SVENSSON 
et al., 2014; KIM et al., 2015). 


O processo de comunicação entre bactérias a partir do momento 
em que estas atingem uma determinada densidade populacional (a partir 
de 10º e 107 UFC.mL”?) é conhecido como quorum sensing. Neste caso, 
as bactérias pré-existentes liberam moléculas sinalizadoras, também 
conhecidas como auto-indutores (Al), que ao serem reconhecidas pelas 
proteínas receptoras das bactérias presentes no ambiente, desencadeiam 
a expressão de genes alvo (como por exemplo, dos genes responsáveis 
pela formação de biofilmes) (PLUMMER, 2012). 


A interação que ocorre entre as células bacterianas de acordo com 
alguns estudos, pode estar relacionada ao processo de adesão inicial 
destas células, além de uma possível resistência do biofilme contra 
tratamentos com agentes químicos, estrutura e crescimento do biofilme 
e dispersão celular (MOONS et al., 2006; VAN DER VEEN; ABEE, 2011). 


No caso de Campylobacter jejuni, as bactérias produzem Al- 
1(autoindutor acil-hemoserina), que quando em presença de determinada 
concentração intracelular, se liga a um ativador de transcrição celular 
(luxS) que tem por objetivo codificar luciferase, caracterizada como uma 
enzima metabólica, responsável pela reciclagem de S-adenosilmetionina, 
a qual é de extrema relevância para realização de reações biossintéticas 
(PARVEEN; CORNELL, 2011). 


A partir da produção de Al-2 pelo gene IuxS (o que ocorre quando as 
concentrações se elevam a partir do crescimento bacteriano), as moléculas 
AI — 2 reconhecem a população em biofilme. É importante ressaltar que 


Mecanismos de resistência em condições adversas FE 


a produção de Al-2 depende de nutrientes encontrados em fontes de 
alimentos, como por exemplo, “chicken juice” (PLUMMER, 2012). 


Em resposta a situações de estresse térmico, ou seja, com variações 
na temperatura, as bactérias sintetizam um grupo de proteínas conservadas 
(BEALES, 2006). Assim sendo, quando há a expressão do gene dna, a 
cepa codifica uma proteína que permite o crescimento da célula bacteriana 
em temperaturas maiores que 40ºC (KONKEL et al., 1998). 


Já para conseguir sobreviver a situações de estresse devido à baixas 
temperaturas, a Campylobacter jejuni pode expressar proteínas SOD 
(superóxido desmutase), sendo já descritas três tipos de enzimas SOD: 
sodB (cofatores com ferro), sodA (manganês) e sodC (cobre e zinco). 
Alguns dos tipos de enzimas que já foram descritos são responsáveis por 
atuar convertendo o superóxido em peróxido de hidrogênio (H,0,), o qual 
se torna uma forma menos tóxica de oxigênio. Enzimas específicas são 
responsáveis por transformar o H,O, em água e oxigênio, em especial a 
catalase então codificada pelo gene katA e a alquil hidroperóxido redutase 
codificada por sua vez pelo gene ahpC (ATACK; KELLY, 2009; STINTZI; 
WHITWORTH, 2003; KIM et al., 2015). 


Geralmente, o ambiente em que se encontra um biofilme é rico 
em DNA, isso porque estas moléculas são oriundas da lise de outros 
organismos que sofreram lise celular, morte ou até mesmo devido à 
secreção de bactérias (NIELSEN et al., 2007). Este tipo de DNA pode ser 
encontrado nos mais variados biofilmes bacterianos, sendo conhecido 
como DNA extracelular (eDNA) (INDIKOVA et al., 2015), e desempenha 
uma importante função na fixação, crescimento e transferência horizontal 
de genes, nutrição de células bacterianas podendo vir a se tornar até 
mesmo parte do genoma de outras bactérias (FENG et al., 2017). Feng e 
colaboradores (2017), ainda citam que foi identificada a presença de eDNA 
em biofilmes em quantidades superiores a outros componentes (proteínas 
e polissacarídeos por exemplo). 


No que diz respeito à formação de biofilmes, alguns fatores 
ambientais podem interferir positiva ou negativamente para sua formação. 
A saber, disponibilidade de nutrientes (que será determinante para o 
modo de crescimento e produção de LPS na matriz), concentração de 
oxigênio (a presença de oxigênio pode favorecer inicialmente a formação 
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de biofilmes) (STETSENKO et al, 2019), pressão osmótica (quando há 
algum tipo de estresse osmótico, pode haver a inibição da formação de 
biofilmes) superfície para adesão (quanto mais hidrofóbicas forem, melhor 
será a taxa de adesão), temperatura, pH e até mesmo a presença de 
agentes antimicrobianos (GUINEY, 1997; REESER et al., 2007; DONLAN; 
COSTERTON, 2002). 


Diante da importância da formação de biofilmes de bactérias do 
gênero Campylobacter, torna-se imprescindível a adoção de medidas de 
prevenção e eliminação dos mesmos, o que ocorre a partir de métodos 
físicos, químicos e biológicos, que, quando combinados, apresentam 
melhores resultados (MALAEB etal., 2013). Deve-se levar em consideração 
o tipo de material e a disposição de equipamentos na planta industrial, 
para que seja possível evitar que matéria orgânica se acumule em áreas 
menos acessíveis à limpeza, favorecendo assim a adesão bacteriana e a 
formação de biofilmes (CHMIELEWSKI; FRANK, 2006). 


Considerada uma medida essencial de prevenção, controle e 
eliminação de biofilmes, a remoção mecânica de matéria orgânica 
possibilita a eliminação da matriz e exposição de camadas mais profundas 
dos biofilmes acessando assim as células bacterianas a partir do atrito 
(MAUKONEN et al., 2003). Assim, é necessário que seja realizada com 
cautela em relação a equipamentos abrasivos, pois os mesmos podem 
contribuir negativamente com a danificação das superfícies favorecendo a 
formação de biofilme. 


A associação de lavagem diária com desinfetantes permitidos pelos 
órgãos competentes também é bastante recomendada, e geralmente 
produtos tensoativos ou alcalinos são os mais indicados, objetivando a 
dissolução de resíduos alimentares, emulsão de gorduras e desnaturação 
de proteínas (MAUKONEN et al., 2003). 


Para a realização da desinfecção (método que objetiva a diminuição 
da carga de microorganismos das superfícies após os processos de 
limpeza mecânica), os produtos utilizados devem ser seguros para aqueles 
responsáveis por manipulá-los além de terem sua eficácia comprovada 
(SREY et al., 2013). 


Assim, na indústria alimentícia, as principais classes de sanitizantes 
mais utilizadas são as de liberadores de cloro ativo, compostos quaternários 
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de amônio (CQA), os iodóforos e os peróxidos (BRASIL, 2007). No 
entanto, por não destruírem as estruturas da matriz e consequentemente 
causarem o ressurgimento dos biofilmes, os compostos químicos acabam 
por ter ação limitada (OHSUMI et al., 2015). Assim, diante da necessidade 
de medidas mais efetivas, vários estudos vêm demonstrando outras 
abordagens no controle e eliminação de biofilmes como, por exemplo, o 
uso de bacteriófagos, nanopartículas (que tem por objetivo a destruição da 
biomassa bacteriana), enzimas degradadoras (que objetivam a destruição 
da matriz), uso de quelantes de ferro (que agem bloqueando a adesão de 
células bacterianas) (SRINGAN et al., 2011; MATYAR et al., 2014; BROWN 
et al., 2015; KIM et al., 2017; OH et al., 2018). 


Em se tratando de biofilmes de Campylobacter jejuni, de acordo 
com estudos recentes, é importante considerar-se também que alguns 
desinfetantes ainda usados na indústria alimentícia, quando manipulados 
de forma inadequada podem levar à adaptação das bactérias e 
consequentemente à resistência bacteriana (TECHARUVICHIT et al, 
2016; MELO et al., 2017). 


Diante do desenvolvimento da resistência microbiana a agentes 
sanitizantes utilizados na indústria alimentícia, alguns estudos abordando 
o uso de fitoquímicos vêm sendo desenvolvidos (WAGLE et al. 2019). 


SERIO e colaboradores (2014) sugerem que extratos de plantas 
obtidos a partir de solventes alcoólicos têm potencial antimicrobiano 
contra patógenos de origem alimentar, podendo ser considerados como 
alternativas ao uso de sanitizantes sintéticos. 


O potencial do extrato polifenóico de águas residuais de moinhos 
de azeitonas também foi estudado por Roila et al. (2019) apresentando 
resultados satisfatórios como alternativa para o controle de biofilmes de 
bactérias do gênero Campylobacter. O composto por sua vez teve inclusive 
a capacidade de inibir a formação de biofilmes. 


Estudos envolvendo o uso de extrato de mosto de pele e semente 
de uvas Pinot noir apresentaram bons resultados em relação à cepas de 
Campylobacter jejuni, mostrando que as mesmas foram incapazes de 
invadirem e sobreviverem em células tipo H4 de humanos, o que representa 
a relevância destes compostos como antimicrobianos (KLANCNIC et al. 
2017). 


Mecanismos de resistência em condições adversas 2 


A diminuição de biomassa de biofilmes formados por cepas 
de Campylobacter jejuni também foi analisada mediante o uso de 
metaperiodato de sódio e proteinase K. Estes compostos mostraram sua 
ação na degradação da matriz, permitindo assim uma penetração mais 
eficiente de agentes antimicrobianos através da mesma (MELO et al., 
2017). 
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COLETA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS 


O sucesso dos resultados laboratoriais de identificação de agentes 
patogênicos depende de inúmeros fatores, dentre eles a qualidade da 
amostra, desde sua coleta, armazenamento e transporte. A coleta e o 
transporte inadequados podem gerar falhas no isolamento do agente 
etiológico levando a um diagnóstico impreciso ou errôneo. Portanto, 
procedimentos adequados de coleta devem ser adotados. 


As amostras destinadas à identificação de Campylobacter, devem ser 
coletadas e armazenadas levando-se em consideração as características 
do gênero, já que requerem baixa concentração de oxigênio, são sensíveis 
à desidratação e suportam baixas temperaturas, porém são sensíveis ao 
congelamento (ISO, 2006). 


Desta maneira, as amostras devem ser coletadas e transportadas 
sob refrigeração e processadas o quanto antes. Amostras integras como 
órgãos ou carcaças podem ser embaladas e transportadas em sacos 
plásticos, já as amostras mais expostas às condições ambientais, como 
suabes de cloaca e de arrasto, devem ser transportadas em meio de 
conservação como Ágar Cary-Blair e Caldo Peptonado Tamponado 1% 
(CPT) para transporte de amostras sólidas e líquidas, respectivamente, 
pois apresentam capacidade tamponante, auxiliando a manutenção das 
amostras até seu processamento (RECH & VAZ, 2012). 


Coleta e transporte de amostras EH 


MÉTODOS DIAGNÓSTICOS DISPONÍVEIS ATUALMENTE 


A detecção da Campylobacter sp. é de suma importância. Isso 
porque, baixas doses infectantes podem causar doença em humanos. 
Além disso, o Brasil é o maior exportador de carne de frango do mundo, 
evidenciando a necessidade de um controle higiênico-sanitário rígido para 
maior segurança alimentar do consumidor mundial (EFSA, 2021; ABPA, 
2021). 


Atualmente utilizam-se diversos métodos para a detecção desta 
bactéria em agroindústrias e pesquisas, dentre eles, testes imunológicos, 
microbiológicos e moleculares (FERNÁNDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 
2016). 


A diferenciação e identificação das espécies de Campylobacter spp. 
é complexa e difícil, o que resulta em grande preocupação em relação a 
dados epidemiológicos (FERNÁNDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 2016). Em 
2016, a maioria dos isolados na União Européia foi relatada como C. jejuni, 
C. coliou C. lari (EFSA, 2021). 


MÉTODOS MICROBIOLÓGICOS 


A complexidade na detecção da Campylobacter spp. é decorrente 
dos nutrientes do meio de cultivo, microbiota competitiva, baixa quantidade 
de UFCs e necessidade de atmosfera microaerófila com concentração de 
O, entre 5 a 10% (TEJADA & TIMM, 2019). 


As espécies termófilas desse gênero multiplicam-se em 37- 42ºC em 
48 horas, apresenta predileção por pH neutro (6,5 - 7,5). Além disso, há 
necessidade de suplementação nutricional para recuperação de células 
VNCSs. Assim, é um grande desafio o isolamento e cultivo de Campylobacter 
(FERNÁNDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 2016). 


Para a análise qualitativa de Campylobacter existem vários 
métodos validados, dentre os quais, o mais conhecido é o padronizado 
pela International Organization for Standardization (ISO, 2006). A figura 
5 demonstra o fluxograma deste método no qual é realizado uma pré- 
incubação em meio seletivo por 4 horas a 37ºC em microaerofilia. O 
tempo de 4 horas é indicado para evitar o crescimento de contaminantes. 
A suspensão inicial é realizada com a amostra em caldo peptonado 
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tamponado, da qual uma parte é adicionada a nove partes de caldo Bolton. 


Suspensão 
Inicial 


9 x de Caldo Bolton 


Incubação em 
microaerofilia a 37ºC/4-6h 
seguido de 41,5ºC/40-48h 





Outro meio 
nica sólido seletivo 


incubação em 
microaerofilia a 
41,59C/40-48h 


Leitura das 
placas 


Confirmação 
das colônias 
Identificação 


Figura 5. Fluxograma do isolamento de Campylobacter de amostras de 
origem aviária conforme ISO 10272-1:2006 adaptado 














Tejada e Timm (2019), após testarem diversas metodologias de 
isolamento e cultivo, verificaram que o pré-enriquecimento do caldo Bolton 
enriquecido com 5% de sangue desfibrinado de equino e caldo Brucella 
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seguidos do cultivo em ágar mCCDA, foram as metodologias mais 
eficientes e viáveis devido a quantidade de UFCs apresentadas em 24 
horas de incubação, mostrando-se como técnicas padrão ouro em escala 
microbiológica. 

No estudo de Tejada e Timm (2019), C. jejuni recuperou em 72,2% 
das amostras com pré-enriquecimento com caldo Bolton e 66,7% com 
o caldo Brucella, confirmando a descrição no trabalho de Bolton et al. 
(1984), em que o caldo Bolton enriquecido com sangue desfibrinado de 
equino propiciou o crescimento e recuperação de células injuriadas de 
Campylobacter spp. 


Os meios de cultivo mais utilizados de acordo com Fernández, 
Ochoa & Simaluiza (2016), são Skirrow, Skirrow modificado, Columbia, 
Preston, Butzler, CampyBAP e Ágar Carvão Cefoperazona Desoxicolato 
Modificado (mCCDA). Em vários destes meios está inclusa a ciclohexamida 
ou anfotericina B como anti-fúngicos e alguns ágares seletivos possuem 
antibióticos para inibição da microbiota competitiva, como Proteus spp. 
e Pseudomonas spp., que geralmente acompanham a Campylobacter 
spp. e possuem crescimento sobreposto (DONNISON, 2003, COELHO et 
al.,2011). 


O principal meio seletivo utilizado é o mCCDA (Figura 6), enriquecido 
com carvão ativado, caseína hidrolisada, peptona, cloreto de sódio, sulfato 
ferroso, piruvato de sódio, desoxicolato de sódio, cefoperazone, anfotericina 
B, ágar e possui pH 7,4 (FERNÁNDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 2016). 
Cefoperazone é uma cefalosporina de terceira geração, amplamente 
utilizada para inibir a flora entérica (BRITO et al., 2017). 


De acordo com Fernandez & Pérez-Pérez (2016), a caracterização 
morfológica das colônias baseia-se na observação da coloração prateada 
das colônias com 48 horas, planas, de aspecto mucóide, com bordas 
irregulares, disseminam-se pelas estrias da semeadura e muitas vezes 
assemelham-se a gotas de água com 1 a 2 mm de diâmetro, convexas e 
brilhantes. 
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Figura 6. Morfologia de colônias características de Campylobacter spp. no 
meio m-CCDA 


Fonte: Própria autoria 


A microscopia é utilizada para confirmação das colônias 
morfologicamente suspeitas de Campylobacter spp. e a técnica mais 
difundida é a coloração de Gram (Figura 7). A coloração de Gram para 
esse gênero é feita com fucsina fenicada 0,8%, a bactéria apresenta 
coloração rosa, indicativo de microrganismo Gram-negativo, em formato de 
bacilos curvos espiralados e podem ser observadas formas de “S” e “asas 
de gaivota”, com movimentos espirais no aumento de 100x (GHARST et 
al., 2013; GHAFFAR, CONNERTON & CONNERTON, 2015). Geralmente 
formam pequenas cadeias em “zig-zag”, porém, células velhas ou injuriadas 
podem apresentar padrão cocóide. 
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Figura 7. Coloração de Gram evidenciando a morfologia em forma de “s” ou 
“asas de gaivota” de Campylobacter spp (100x) 


Fonte: Própria autoria 


Provas bioquímicas são ideais para identificação de Campylobacter 
spp. e estão demostradas na Tabela 2. 

Para a diferenciação das espécies C. jejuni, C. colie C. lari, são 
realizadas as provas de hidrólise do hipurato. O teste de sensibilidade 
a ácido nalidíxico é descrito como prova diferencial das espécies de 
Campylobacter (ISO, 2006). 

Algumas cepas podem apresentar fenótipo atípico de incapacidade 
de hidrolisar hipurato, portanto, para minimizar este problema, foi criado o 
sistema APIº Campy para diferenciação de C. colie C. jejuni por meio de 
diversas provas e analisado por um software (FERNÁNDEZ, OCHOA & 
SIMALUIZA, 2016). 
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Provas bioquímicas C. coli C. lari C. jejuni 





Catalase Positivo Positivo Positivo 
Crescimento: 
25ºC Negativo Negativo Positivo 
42ºC Positivo Positivo Positivo 
Crescimento: 
3,0% NaCl Negativo Variável Negativo 
1% glicina Negativo Positivo Positivo 


Produção H2S: 


com cisteina Variável Positivo Positivo 
sem cisteína Positivo Positivo Negativo 

aa eo Nua á Positivo Positivo Negativo 
Hidrólise do hipurato Negativo Negativo Positivo 
Resistência ao N.A. Negativo Positivo Positivo 
Tolerância ao T.T.C. Positivo Negativo Negativo 





N.A.= Ácido Nalidíxico e TTC = Cloreto 2,3,5 trifeniltetrazólio. Adaptado de 
CARAMORI-JUNIOR et al., 2002. 


Tabela 2. Provas bioquímicas para identificação das principais espécies 
patogênicas do gênero Campylobacter 


Campylobacter foi isolada pela primeira vez por Dekeyser e 
colaboradores em 1972, de pacientes com diarréia por meio de filtração 
da das fezes em membrana de poro de 0,65um, e posterior semeadura 
em meio seletivo, resultando em redução de outros microrganismos 
comumente encontrados em amostras fecais (PINHEIRO, 2005). 


Matrix Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI) 


A técnica de espectrometria de massa consiste em mensurar o sinal 
iônico de um composto por meio da razão da sua massa pela carga (m/z), 
permitindo a identificação de compostos químicos a partir de um composto 
isolado. Estudos proteômicos que empregam a espectrometria de massa 
são utilizados na detecção rápida de patógenos em alimentos. A técnica 
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de espectrometria de massa com fonte de ionização e dessorção a laser 
assistida por matriz - MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) é 
utilizado para comparar o espectro de massa de um microrganismo isolado 
com os espectros de referência de cepas conhecidas para classificar e 
identificar o patógeno com mais rapidez do que os métodos convencionais 
(BIER et al, 2017). 


A amostra é ionizada por bombardeamento de elétrons que torna a 
amostra carregada. Ao passarem por um campo elétrico ou magnético, 
partículas carregadas são separadas de acordo com a sua relação m/z e 
são detectadas por um mecanismo que gera corrente elétrica. Softwares 
específicos transformam esses diferentes sinais elétricos em espectro 
de massas de acordo com a relação m/z das partículas carregadas. A 
ionização do tipo MALTI permite a dessorção dos peptídeos e proteínas 
a partir de esporos, células vegetativas ou da bactéria integra (PERES, 
2020). 


MÉTODOS MOLECULARES 


Os métodos moleculares anteriormente utilizados em estudos 
epidemiológicos (GOERING, 2010; SIEMER; NIELSEN; ON, 2005) estão 
agora também disponíveis para a indústria alimentícia, de maneira que 
as diferenças entre matrizes alimentares e a precisão de identificação 
de microrganismos (JUSTE; THOMMA; LIEVENS, 2008) podem ser 
incorporadas para o controle e prevenção da qualidade e segurança 
alimentar (MELO, ROBERTA T et al., 2019). 


Estas metodologias têm como ponto central as sequências de 
DNA amplamente disponíveis em diferentes bancos de dados públicos 
(D'AURIA; PUSHKER; RODRIGUEZ-VALERA, 2006; MAIDAK et al., 1992) 
permitindo a identificação das espécies por comparação com os dados 
de sequências disponíveis (FRASAO, MARIN & CONTE-JUNIOR, 2017). 
Os avanços destas técnicas permitiram a compreensão da epidemiologia 
(BEHRINGER; MILLER; OYARZABAL, 2011) e a quantificação rápida 
e direta de Campylobacter spp. na produção comercial de aves (HE et 
al., 2010) e outros substratos mais complexos, como fezes e amostras 
ambientais (LEBLANC-MARIDOR et a/., 2011). 


Didaticamente, as técnicas moleculares (Tabela 3) podem ser 
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compreendidas por: ferramentas utilizadas para a identificação de 
Campylobacter spp., como reação em cadeia da polimerase (PCR), 
Multiplex PCR, Real time PCR, Multiplex Real Time PCR e tipagem, 
tais como Tipagem de Sequência Multilocus (MLST), Sequenciamento 
de Genoma Completo (WGS), Eletroforese em Gel de Campo Pulsado 
(PFGE), (FRASAO, MARIN & CONTE-JUNIOR, 2017). Os métodos de 
identificação molecular para Campylobacter spp. são rápidos e de boa 
acurácia e utilizam-se da detecção de segmentos específicos de DNA que 
são sequenciados, amplificados e visualizadas em um gel ou quantificados 
diretamente para detecção, quantificação e tipagem molecular. 


Dessa forma, empregar técnicas de biologia molecularcomo a PCR e o 
sequenciamento permitem resultados mais ágeis deidentificação (FRASAO, 
MARIN & CONTE-JUNIOR, 2017). As ferramentas de PFGE e MLST são 
utilizadas para avaliações de proximidades filogenéticas (BEHRINGER, 
MILLER & OYARZABAL, 2011; DE MELO et al., 2021; GOERING, 2010; 
MANFREDA et al., 2016; OH et al., 2017) e caracterização da variabilidade 
dentro de uma espécie (BEHRINGER, MILLER & OYARZABAL, 2011). 
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Ferramentas 





maleciularos Campylobacter Matriz Objetivo Referências 
genes flaA, ciaB, 
PCR C jejuni Catas “e cadf; pidA e'cataBo (MES a 
Aiini Hyp (500 bp) 
C. fejuni Carne de : 
: - prTA (290 bp), (RAJA et al., 
Multiplex PCR Manos frango respectivamente 2016) 
A leit C uni VS mu (YANG et al 
a itini ves, leite e . jejuni número et al., 
gRI-PCR C. jejuni água e o GenBank 2003) 
X71603) 
Go 1GSTRNA 
Multiplex qRT- associado a Eezes VA Ebal (BARLETTA 
pah, 
PER ola e respectivamente et al., 2013) 
Comparação com BESSÉDE et 
métodos fenotípicos e 
moleculares al, 2011) 
575 6 ds STD! 
a irini Isolados Pao Lero (ELHADIDY 
MLST C jejuni ST-828, e ST- 
Je) humanos 5997 e resistência et al., 2020) 
antimicrobiana 
Carnes e 
a . Ti d ênci (WALLACE et 
- a iini rangos, ipos de sequências e 
WGS C. coli e C jejuni bovinos: dominantes (STs) aí., 2020) 
cordeiro e 
suínos 
Amostras enanã 
ini Identificação de 
WGS C. colie C jejuni clínicas, cames perfis de resistência a (ZHAO et al., 
di E sas de antimicrobianos 2016) 
flaA, Hcp 
Carcaças de aid i ' 
aii ciaB, cadF, pIdA, MELO, et al., 
pres Sedejum avesefezes  lyxS, dnad, htrA, dará) 


cbra, cstll e neuA 





Tabela 3. Detecção de Campylobacter spp. utilizando-se técnicas 
moleculares de identificação (PCR ou multiplex PCR) e quantificação (gRT- 
PCR ou multiplex qRT-PCR) e tipagem (MLST, WGS e PFGE) em diferentes 


amostras. 


Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 


A PCR é uma técnica de biologia molecular que se baseia na 
amplificação de um fragmento alvo, por meio de processo similar a 
replicação, porém, in vitro. Este teste utiliza primers, como a sequência 
de nucleotídeos iniciadores “forward” e o “reverse”, que representa a 
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sequência da região final do fragmento alvo (BUTZLER, 2004; SAMBROOK 
& RUSSEL, 2001). 


Areação possuitrês etapas (figura 8): a desnaturação, que representa 
a separação da fita dupla de DNA; o anelamento, que consiste na ligação 
do primer ao DNA que será amplificado e a extensão, que é o momento em 
que ocorre a formação do fragmento alvo na nova fita de DNA (ELNIFRO 
et al., 2000; SAMBROOK & RUSSEL, 2001). 


A PCR é a principal técnica de diagnóstico molecular e dela 
originaram-se diversas outras, como: RT-PCR, RFLP, qPCR, Nested-PCR 
e PCR multiplex (FERNÁNDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 2016). Segundo 
Fernández, Ochoa & Simaluiza, 2016, este teste molecular possibilita 
pesquisar um grande número de amostras, redução de tempo na análise 
diagnóstica, identificação, detecção, genotipagem e diferenciação de 
espécies patogênicas com maior precisão (FRASAO, MARIN & CONTE- 
JUNIOR, 2017). Principalmente entre C. coli e C. jejuni por detectar 
fragmentos específicos (genes ou proteínas) no DNA do patógeno, confere 
maior especificidade e sensibilidade às PCRs realizadas em carcaças de 
frango e em humanos com gastroenterite alimentar (BUTZLER, 2004; 
REIS, 2015). 


Além disso, a utilização desta ferramenta permite avaliar diferentes 
fatores de virulência e adaptabilidade a condições adversas em produtos 
de origem animal e amostras clínicas humanas, incluindo a capacidade de 
causar a Síndrome de Guillain-Barré (DE MELO et al., 2021). 


Com a evolução da técnica, permitiu-se a quantificação absoluta do 
DNA do modelo alvo por meio do intercalamento de corantes fluorescentes 
com posterior leitura por sistemas especializados de imagem a laser que 
deram origem ao PCR em tempo real ou PCR quantitativa, amplamente 
denominadas como gPCR (KRALIK & RICCHI, 2017). 
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Figura 8. Amplificação de DNA por meio de PCR. Em (A) estão 
representadas as etapas do primeiro ciclo: desnaturação, anelamento 
e extensão. Em (B) o processo indicado em A é repetido em cada ciclo, 
aumentando o número de cópias de DNA. (adaptado de ALBERTS et al, 
2011) 


A quantificação por PCR em tempo real tem uma ampla aplicabilidade 
para identificação de Campylobacter em diferentes matrizes alimentares 
(YANG, LI & JOHNSON, 2001). No Brasil, esta metodologia foi aplicada 
em carcaças de frango resfriadas e congeladas, provenientes de um 
abatedouro avícola no Centro Oeste de Minas Gerais sob Inspeção Federal 
e evidenciaram 52,32% de C. jejuni e C. coli (REIS, 2015). Mesmo com a 
subnotificação no país, destaca-se a alta ocorrência desta bactéria devido 
à elevada especificidade e sensibilidade do teste utilizado, implicando 
riscos à saúde pública. 

Para a avaliação de múltiplos genes, o Multiplex PCR possui como 
vantagem a avaliação em uma única amostra, produzindo resultados com 
precisão (RICKE et a/l., 2019) e que podem ser associados a identificação 
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simultânea de outros patógenos como E.coli, Salmonella typhimurium 
(PARK et al., 2011) e Listeria monocytogenes (RAJA et al., 2016) 
maximizando o rastreamento e o controle de microrganismos. 


Tipagem de Sequência Multilocus (MLST) 


A técnica de MLST (Multiocus Sequence Typing) envolve a 
amplificação do DNA por PCR seguida de sequenciamento e mede 
diretamente as variações da sequência de DNA em um conjunto de genes 
podendo caracterizar as cepas dos microrganismos pelos seus perfis 
alélicos exclusivos. A metodologia é baseada no sequenciamento de 
genes essenciais denominados genes housekeeping (GOMES, 2015) e 
supera os problemas de reprodutibilidade inter-laboratoriais, permitindo 
comparação dos isolados entre diferentes locais do mundo (MAIDEN et 
al., 1998). 


Primeiramente é feita a identificação da sequência de nucleotídeos 
dos fragmentos do gene, em seguida estas sequências recebem números 
de alelos e são combinadas em um perfil alélico que será armazenado 
em um banco de dados. Finalmente, o parentesco dos isolados é feito 
comparando-se os perfis alélicos deste conjunto de dados possibilitando 
estudos epidemiológicos e filogenéticos de um determinado microrganismo 
(MAIDEN et al, 1998). 


Essa técnica é amplamente aplicada para o estudo da epidemiologia 
de campilobacteriose e recentemente tem sido aplicada no rastreamento 
e na disseminação de estirpes de C. jejuni resistentes a antimicrobianos 
(ELHADIDY et al., 2020). 


A figura 9 mostra os isolados de Campylobacter jejuni e coli 
submetidos ao PubMLST, bancos de dados público para tipagem molecular 
e diversidade do genoma microbiano, que é uma coleção de bancos de 
dados de acesso aberto com curadoria que integra dados de sequência 
populacional com Informações de procedência e fenótipo para mais de 100 
espécies e gêneros microbianos diferentes. 
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Fonte de isolados submetidos ao banco de dados Campylobacter jejuni / coli 
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Figura 9. Isolados de Campylobacter jejuni e coli submetidos ao banco de dados 
público para tipagem molecular e diversidade do genoma microbiano (PubMLST). 


Fonte: Jolley et a/. 2018. 


Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) 


O PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) é uma técnica que utiliza 
o sistema de eletroforese com campos elétricos alternados que forçam 
os fragmentos de DNA a mudarem de direção continuamente, formando 
as bandas. Dessa forma, diferentes isolados com o mesmo padrão de 
bandeamento são considerados a mesma cepa (GOERING, 2010). Apesar 
de ser considerada técnica padrão ouro para tipagem de microrganismos, 
é uma técnica laboriosa e requer quantidade e qualidade de material 
genético para seguir o protocolo de referência, caso contrário pode 
inviabilizar comparações com padrões de bandeamento. 


Sequenciamento de genoma completo (WGS) 


O WGS (Whole Genome Sequencing) trouxe mudanças significativas 
sobre a genética e a biologia molecular, ampliando o conhecimento da 
plasticidade dos patógenos (RICKE et al., 2019) através de uma forma 
altamente específica de detectar segmentos de DNA. Desta forma, 
permitiu a determinação de espécies e mesmo subespécies de patógenos 
(GHARST, OYARZABAL & HUSSAIN, 2013) em uma variedade de produtos 
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e órgãos de diferentes espécies, além de verificações quanto aos perfis 
de resistência antimicrobianas das estirpes (WALLACE et al., 2020) que 
permitem uma análise global. 


A metodologia de WSG tornou-se a abordagem preferida de vigilância 
e diagnóstico das agências reguladoras de vigilância em saúde (TABOADA 
et al., 2013) no entanto, exige a aquisição de equipamentos de alto custo 
além de especialistas em bioinformática para interpretação de dados. 

Independentemente do método escolhido, os métodos e protocolos 
específicos precisam ter critérios com base nas amostras (clínicas ou 
matrizes alimentares), conveniência, mão-de-obra especializada, tempo 
de execução e custos de reagentes e equipamentos. 


MÉTODOS IMUNOLÓGICOS 


Diversos métodos imunológicos são empregados para identificação 
em pesquisas e diagnósticos clínicos desse microrganismo (Tabela 4), por 
possuírem alta sensibilidade e especificidade. No entanto, reações cruzadas 
significativas entre C. jejuni e C. coli, podem influenciar os resultados, 
pois sua divergência genética não é significativa (REIS, 2015). Métodos 
imunológicos dedicados à detecção e quantificação de Campylobacter 
spp. foram amplamente revisados e evidenciaram que alguns ensaios 
imunológicos comerciais são promissores, entretanto necessitam de um 
enriquecimento prévio em caldo por 48 horas (OYARZABAL & BATTIE, 
2012). 


O princípio dos testes imunológicos é a detecção de anticorpos 
anti-Campylobacter ou antígenos (Ag) e epítopos de superfície. Os 
principais ensaios relacionados a esta metodologia envolvem: Ensaio de 
Imunoadsorção Ligado à Enzima (ELISA), Teste de Aglutinação em Látex e 
Ensaio Fluorescente Ligado à Enzima (EFLA) (REIS, 2015; FERNÁNDEZ, 
OCHOA & SIMALUIZA, 2016). Mais complexa, a técnica de citometria de 
fluxo permite avaliar múltiplos parâmetros de maneira individualizada, mas 
quando comparada aos ensaios enzimáticos requer equipamento e equipe 
técnica mais especializada para preparar, processar e avaliar os dados 
(RICKE et al., 2019). 
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Tabela 4. Detecção de Campylobacter spp. utilizando-se técnicas 
imunológicas em diferentes amostras 


Ensaio de Imunoadsorção Ligado à Enzima (ELISA) 


Os testes sorológicos mais utilizados para detecção deste patógeno 
são os testes de ELISA e diversos testes rápidos estão comercialmente 
disponíveis, como: Dryspot Campylobacter Test Kit? (OXOID), Immunocard 
Statlê Campy (MERIDIAN DIAGNOSTICS), PremierTM Campy Assay 
(MERIDIAN BIOSCIENCES), ProSpect Campylobacter Assayê (REMEL) 
e Ridascreen Campylobacterê (r-biopharm AG); e EFLA (JORGE, 2005; 
FERNÁNDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 2016). 


Como fundamento, os testes imunoenzimáticos envolvem reação 
antigeno-anticorpo (Ag-Ac) específica, na qual o antígeno presente 
na amostra se liga a um anticorpo específico marcado com enzima, 
e a reação é visualizada pela intensidade de coloração (Figura 10). Os 
testes de ELISA possuem como vantagem o processamento de muitas 
amostras ao mesmo tempo com diferentes possibilidades de aplicação 
metodológica (ELISA direto, indireto, sanduíche), o que possibilita modificar 
a seletividade baseada em diferentes alvos de epítopos. Entretanto, 
possuem desvantagens como reações cruzadas e falsos positivos quando 
são avaliadas matrizes complexas (RICKE et al., 2019). 
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Anticorpo conjugado com enzima 


| | Antígeno 





| 1 Anticorpo 


Substrato da enzima 


Figura 10. ELISA tipo sanduíche direto. 
Fonte: JORGE, 2005 


Teste fluorescente ligado a enzimas (ELFA) 


O ensaio imunoenzimático fluorescente é baseado no método 
sanduíche com detecção por fluorescência, em que o complexo antígeno- 
anticorpo é marcado com um anticorpo associado à enzima fosfatase 
alcalina composto fluorescente (OYARZABAL & BATTIE, 2012; REIS, 
2015). 

A figura 11 mostra o esquema de ELFA, similar ao ELISA, porém 
com o substrato 4 metil umbeliferil fosfato (4MUP), que, ao ser hidrolisado 
pela enzima fosfatase alcalina, transforma-se em Umbeliferona, emitindo 
fluorescência a 450nm que é medida por equipamento específico. 
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Figura 11. Esquema ELFA. 
Fonte: JORGE, 2005. 


Em trabalho realizado para avaliar a especificidade e a sensibilidade 
de dois ensaios imunoenzimáticos para detecção de Campylobacter 
spp. (VIDASO e EiaFoss), verificou-se respectivamente 94% e 87% de 
sensibilidade em fezes, 96% e 31% em ossos e 64% e 73% em amostras 
de carne, além da especificidade de 93% encontrada em ambos (BORCK 
et al., 2002) enquanto Menezes (2013), detectou Campylobacter spp. 
em 2,08% das 240 carcaças de frangos submetidas à metodologia 
imunoenzimática. 
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Teste de Aglutinação em Látex 


O teste de aglutinação e látex consiste em partículas de látex azul 
sensibilizadas com anticorpo de coelho reativo a antígenos de superfície 
celular de Campylobacter. Os reagentes de látex são secos em placas 
de reação e, ao entrar em contato com amostra contendo o antígeno, 
ocorre aglutinação do anticorpo ligado ao látex com os antígenos de 
Campylobacter. Se o extrato não contiver antígenos de Campylobacter 
reconhecidos, a aglutinação não ocorrerá e o resultado será negativo (LEE 
et al, 2004). 


Os testes de aglutinação em látex são amplamente utilizados e têm 
mostrado alta sensibilidade e especificidade. Em comparação a outros 
métodos de detecção são mais rápidos variando de um minuto a dezesseis 
horas. São econômicos e fáceis de utilizar, além de não necessitarem de 
equipamentos sofisticados ou reagentes de custos mais elevados. 


Novas Tecnologias para Diagnóstico imunológico 


Embora demonstrem vantagens na detecção destas bactérias, alguns 
desafios associados à perda de sensibilidade e especificidade em espécies 
não comumente testadas e erros induzidos por matriz avaliada, como no 
caso de amostras clínicas, são evidenciados (GHARST, OYARZABAL & 
HUSSAIN, 2013). Desta forma, novas tecnologias ancoradas em nano 
sensores começaram a ser exploradas. Nestes biossensores a ligação 
com o anticorpo é convertida em sinais elétricos gerando resultados 
mais precisos na avaliação do patógeno em amostras mistas (MASDOR, 
ALTINTAS & TOTHILL, 2017). 


Os avanços nas tecnologias de produção de anticorpos também 
envolvem metodologias que oferecem maior praticidade para análise de 
patógeno em plantas de processamento, como pesquisa de Campylobacter 
jejuniem ensaio colorimétrico utilizando-se de swabs de algodão conjugados 
com nanobead de cores diferentes que tornam os resultados fáceis de 
serem executados e processados pela diferenciação de cor dependente 
do patógeno avaliado (ALAMER et al., 2018). 
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IMPORTÂNCIA DO CONTROLE E PROFILAXIA EM 
AGROINDÚSTRIAS 


As medidas de controle e prevenção de patógenos são uma 
problemática mundial, principalmente em relação a agentes emergentes, 
como as espécies termotolerantes de Campylobacter sp. (HUMPHREY et 
al, 2007), especialmente C. jejuni, C. coli, C. larie C. upsaliensis (EFSA 
2013). Um aumento na incidência global de campilobacteriose na América 
do Norte, Europa (KAAKOUSH et al., 2015) e Austrália (WALLACE et al., 
2020) e dados epidemiológicos incipientes em outras regiões como na 
África, Ásia, Oriente Médio (KAAKOUSH etal., 2015) e Brasil (RODRIGUES 
etal., 2021) indicam que a infecção por Campylobacter é endêmica nessas 
regiões. 

Apesar do Brasil ainda não ter instituído um programa de 
monitoramento sólido para este patógeno, o rastreamento e as pesquisas 
relacionadas a estas bactérias são essenciais. Estas bactérias são 
encontradas no trato intestinal de animais de produção, sendo as aves 
e os suínos os reservatórios mais comuns de Campylobacter jejuni e 
Campylobacter coli (USDA 2013) e, por esse motivo, mesmo a aplicação 
de amplas modelagens e revisão de opções de controle são desafiadoras 
(KOUTSOUMANIS et al., 2020). Além dos riscos relacionados ao consumo 
de produtos de origem animal mal processados, água, consumo de leite cru 
e produtos marinhos (SILVA et al., 2011), animais domésticos (LEMOS et 
al., 2021) ou o uso recreativo da água também podem carrear o patógeno 
e todos eles são fontes de infecção para os humanos (GUY et al., 2018). 


Os produtos cárneos apresentam grandes prevalências do patógeno 
e evidenciam altas proporções em carne de frango (47,0%), codorna 
(43,0%), perdiz (35,3%), peru (28,8%), e avestruz (4,8%) (RAHIMI & AMERI, 
2011). Nos produtos cárneos de suínos (BRATZ et al., 2013) a prevalência 
varia de 21,1% de C. jejuni na Alemanha (VON ALTROCK et al., 2013) a 
42,4% de C. coliem explorações de suinicultura no Japão (HARUNA et al., 
2013). Além disso, em países onde o consumo de produtos lácteos não 
pasteurizados é permitido (LIU et al., 2020) como nos Estados Unidos, 
os surtos ligados a doenças de origem alimentar desta bactéria têm sido 
associados ao consumo de leite cru (TAYLOR et al., 2013). 


O número de casos de campilobacteriose humana aumentou em todo 
o mundo. Na Europa, a Autoridade Europeia para Segurança dos Alimentos 
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(EFSA) relatou que a campilobacteriose foi a zoonose mais documentada 
no ano de 2018 (CARDOSO etal., 2021). Dessa maneira, os procedimentos 
e pontos críticos de manutenção da qualidade na indústria de alimentos, 
principalmente relacionados às contaminações de carcaças de frango em 
abatedouros e o extravasamento de conteúdo intestinal no processo de 
evisceração (FAO/WHO, 2009) são primordiais para prevenção durante o 
abate (JACXSENS et al., 2011). 


Embora o controle agroindustrial tenha essa importância primária 
no elo inicial da cadeia de alimentos, a maioria das infecções por 
Campylobacter sp. estão associadas ao consumo de aves e subprodutos 
que são contaminados durante o processamento (HERMANS et al., 2011; 
WAGENAAR; FRENCH; HAVELAAR, 2013) e pelo consumidor (CARDOSO 
et al., 2021). 


Outra problemática para o controle de Campylobacter é que 
comumente pode estar presente em baixas concentrações ou na forma 
viável, mas não cultivável (VNC) (FERNÁNDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 
2016) que, embora não possam ser detectadas por metodologias de cultura, 
podem infectar hospedeiros susceptíveis (SAHA & SANYAL, 1991). De 
acordo com Botteldoorn et al. (2008), existe uma enorme dificuldade para 
a identificação e distinção da Campylobacter nas formas viável e viável 
não cultivável de bactérias mortas. Nocker & Camper (2006), descreve um 
reagente que se liga ao DNA de células mortas ou que possuem lesões 
em membrana e impede que o DNA seja amplificado na PCR, permitindo 
a identificação e detecção somente de células viáveis e VNC que causam 
doença no consumidor. 


Uma vez que a principal via de infecção é a alimentar, o controle 
eficaz requer medidas de mitigação que abrangem tanto os reservatórios 
animais quanto o hospedeiro humano (DAI et al., 2020). 


Devido aisso, medidas como secagem, baixa umidade, congelamento/ 
descongelamento e altas temperaturas são o principal foco de controle e 
prevenção (SAHA & SANYAL, 1991). Para maximizar seu controle, toda 
a cadeia deve estar envolvida no modelo farm to fork para o controle do 
patógeno. Especificamente em fazendas, existem poucas metodologias de 
diagnóstico aprovadas que são realmente compatíveis com os testes a 
campo. Neste aspecto as medidas concentram-se em minimizar as fontes 
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de contaminação com implementação de barreiras sanitárias e controle de 
entrada de pessoas (SILVA et al., 2011). 


Nas plantas processadoras, a separação de lotes positivos e 
negativos, práticas de limpezas rígidas e controle do processo de 
evisceração, podem reduzir a propagação da contaminação (HAVELAAR et 
al 2007). Entretanto, para viabilizar a separação entre lotes, um programa 
específico para o controle de Campylobacter spp. necessita ser instituído 
no Brasil como ocorre para o controle de Salmonella spp. (BRASIL, 2016). 


Em cozinhas domésticas ou cozinhas industriais, a aplicação de 
temperatura e tempos adequados de cozimento são suficientes para 
eliminar os microrganismos. É importante também evitar a contaminação 
cruzada entre alimentos crus e cozidos e superfícies de trabalho e utensílios 
não devidamente limpos e higienizados (CARDOSO ef al., 2021). 


O congelamento de carcaças de frango parece ter papel primordial na 
diminuição de risco deste patógeno em pesquisas realizadas na Noruega 
(SANDBERG et al, 2006), embora o risco não tenha sido totalmente 
eliminado. Em associação, utilizar-se de campanhas educativas para 
conscientizar consumidores e processadores de alimentos sobre as 
formas de evitar e minimizar riscos de contaminação cruzada e instituição 
de boas práticas de fabricação, contribuem para evitar os riscos de toda 
população (CARDOSO etal., 2021), especialmente de crianças e indivíduos 
imunocomprometidos (HUMPHREY, O'BRIEN & MADSEN, 2007). 


Por fim, até o momento, novas estratégias de pesquisas têm sido 
avaliadas para reduzir a colonização de Campylobacter em animais 
produtores de alimentos em busca de resultados para melhorias na saúde 
pública e redução das fontes de infecção (DAI et al., 2020). Estudos 
recentes propõem a utilização de probióticos com Bacillus e Lactobacillus 
(ARSI et al., 2015; NEAL-MCKINNEY et al., 2012) e L. johnsonii na 
redução da colonização e excreção de Campylobacter jejuni (GRACIA et 
al., 2016) . Além destes, a utilização de ácidos graxos de cadeia curta e 
a utilização de bacteriófagos demonstraram ter eficiência no controle de 
campilobacteriose embora tenham limitações quanto ao controle ao longo 
do tempo (KITTLER et al., 2013), sugerindo-se então uma aplicabilidade 
mais pontual, como uma medida pré-abate, de maneira que se mitiguem 
os riscos para o consumidor final (DAI et al., 2020). 
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NORMATIVAS E LEGISLAÇÕES PARA O CONTROLE DE 
Campylobacter a» EM CARCAÇAS DE FRANGO EM 
AGROINDUSTRIA 

A União Europeia através da Autoridade Europeia para Segurança 
dos Alimentos e do Centro Europeu de Prevenção e Controle das Doenças 
afirma que a Campilobacteriose humana é a doença de origem alimentar 
mais notificada com 230 mil casos reportados anualmente. 


Além disso, uma análise de prevalência feita em 2010 demonstrou 
que 75% das carcaças analisadas em frigoríficos estavam contaminadas 
por Campylobacter e que 20-30% dos casos é devido ao consumo e 
preparo da carne de frango, enquanto 50 a 80% de outros casos. Assim 
o frango desempenha papel de fonte infectante ao eliminar os patógenos 
no ambiente ou pelo contato direto (NORMA INTERNA, 2017; CE, 2017). 


Então, para que fosse padronizado um método de controle e 
identificação, foi lançada uma instituição normativa com o objetivo 
de padronizar os métodos laboratoriais de análise desse patógeno. 
A ISO lançada em 2017 que entrou em vigor em 2018 tem com título 
“Microbiologia da cadeia alimentar - Método horizontal para detecção e 
enumeração de Campylobacter spp.”, sendo dividida em duas partes. A 
primeira conhecida como Método de detecção e a segunda que contém a 
parte sobre quantificação das bactérias por amostra (NORMA INTERNA, 
2017; CE, 2017). 

Desta forma, em 2017 a análise de Campylobacter passou a ser 
realizada em laboratórios oficiais no sul do Brasil para quantificação desta 
bactéria em carcaças de frangos. E, posteriormente, no mesmo ano, a 
União Européia instituiu o monitoramento deste agente em carcaças de 
frango destinadas à exportação a partir de janeiro de 2018, estabelecendo 
como limite máximo 10º UFC.g-1 conforme a normativa instituída (NORMA 
INTERNA, 2017; CE, 2017). 


Apesar de a Campilobacteriose ser uma doença subdiagnosticada e 
subnotificada, o Brasil não possui legislações que incitam o controle dessa 
zoonose alimentar em granjas e produtos de origem avícola, gerando 
potencial risco à saúde pública. As exigências quando a segurança dos 
alimentos em relação a esse microrganismo patógeno se torna cada vez 
mais necessária. Assim, o mercado nacional deve se antecipar neste 
controle buscando o aprimoramento das técnicas de detecção, identificação 
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e controle (MELO et al., 2019). 


MEDIDAS DE CONTROLE E PROFILAXIA PARA OS 
CONSUMIDORES 

Requisitos básicos de boas práticas de manipulação devem ser 
considerados em relação às instalações e saneamento do estabelecimento, 
higiene dos funcionários, higiene na elaboração dos alimentos e cuidados 
nas formas de armazenamento e também durante o transporte de 
matérias primas e produtos acabados (BRASIL, 1997). Outros programas 
de autocontrole como Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle 
(APPCC) devem também ser instituídos na indústria de produção de frango 
de corte visando um produto final de alto padrão de qualidade e sanidade. 


A ausência de inocuidade da carne de frango ou derivados, muitas 
vezes se dá pela presença da forma VNC do patógeno ou por contaminação 
durante o processamento, principalmente na evisceração, utilização 
de água contaminada e não congelamento do produto (COELHO et al., 
2011, MELO et al, 2019). Portanto, embora sejam aplicados protocolos 
para prevenção de DTA's na indústria avícola, há a necessidade de educar 
e conscientizar os consumidores desta proteína animal quanto às boas 
práticas de manipulação e higienização dos alimentos que estão além do 
controle realizado da indústria (BRASIL2011). 


O cozimento inadequado, a contaminação cruzada por meio da água 
de degelo do frango em contato com outros alimentos, a utilização da 
mesma tábua ou faca para cortar legumes e carne e a má higienização 
das mãos do manipulador favorecem a sobrevivência e transmissão 
da Campylobacter (DAMAS et al., 2010). Ainda que a carne seja bem 
cozida para o consumo, a manipulação da carcaça crua pode manter e 
disseminar a bactéria para os outros alimentos que são consumidos crus. 
Dessa forma, são necessárias medidas de higiene durante a preparação 
dos alimentos, como a lavagem das mãos com água e sabão antes do 
preparo dos alimentos, bem como a lavagem adequada dos utensílios 
que entraram em contato com a carne crua e que posteriormente serão 
utilizados para a manipulação dos alimentos que serão consumidos sem 
processamento térmico (LEE & NEWELL, 2006). 


Importância do controle e profilaxia em agroindústrias 


IMPORTÂNCIA DA DETECÇÃO DE Campylobacter spp. NA 
INDUSTRIA AVICOLA 

O setor avícola brasileiro necessita de avanços nos indicadores 
higiênico-sanitários para prevenção e controle de microrganismos 
patogênicos a fim de proporcionar segurança alimentar ao consumidor e, 
consequentemente, ocasionar a ampliação do mercado externo de frango 
de corte (MELO et al, 2017), visto que esta carne possui alto teor proteico 
e baixo custo, representando assim expressivo problema para a saúde 
pública (AZEREDO et al., 2010). 


Azeredo, Luchese & Lauria-Filgueira (2010) realizaram cultivo de 
swabs de pele de carcaças de frango de um frigorífico com Serviço de 
Inspeção Estadual de Minas Gerais (Instituto Mineiro de Agropecuária — 
IMA) e detectaram positividade de Campylobacter spp. em 27% das 70 
amostras. C. jejuni foi identificada em 74% das amostras positivas. Em 
2015, Reis avaliou a detecção de Campylobacter spp. em carcaças de 
frango resfriadas e congeladas de um abatedouro em Minas Gerais, pelos 
métodos Imunoenzimático, PCR e PCR em Tempo Real. De 86 amostras, 
foram positivas pela PCR em Tempo Real 24 amostras refrigeradas 
(55,81%) e 21 amostras congeladas (48,84%) (REIS, 2015). O teste 
imunoenzimático exige maior carga bacteriana para detecção devido à 
baixa sensibilidade; já os testes de PCR possuem alta sensibilidade e 
especificidade, além da diferenciação entre as espécies C. jejunie C. coli 
(JORGE, 2005). 


Aves infectadas previamente podem disseminar a Campylobacter 
por meio do processamento de carcaças, devido a presença da bactéria 
no intestino, penas, pele e principalmente pela evisceração das aves 
(OLIVEIRA et al., 2019; POIETTI et al., 2020). 


Uma vez a Campylobacter instalada na linha de abate, esse patógeno 
é capaz de permanecer e se disseminar por toda a cadeia produtiva 
permanecendo ali até o final da linha de produção, sendo esse fator muito 
importante a ser considerado em relação a esse patógeno. Estudos de 
tipagem molecular já demonstraram a presença de genótipos iguais desde 
o frango vivo até a carcaça do frango que seria destinada ao comércio 
(GRUNTAR et al., 2015). A persistência de populações de Campylobacter 
no ambiente industrial sendo fonte contínua de infecção pode ser explicada 
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por sua capacidade de formar biofilmes. 


IMPORTÂNÇIA DA DETECÇÃO DE Campylobacter spp. 
PARA A SAUDE PUBLICA 

As organizações internacionais de saúde reportam constantemente 
a elevada ocorrência de campilobacteriose no mundo, ocupando lugar 
de destaque como principal doença transmitida por alimentos na União 
Européia e Estados Unidos da América e o principal veículo de transmissão 
associado a surtos alimentares é a carne de frango, correspondendo a 
41% dos alimentos em geral (CDC, 2017; EFSA, 2021). Essa doença é 
considerada uma zoonose alimentar, por possuir animais como principais 
reservatórios da Campylobacter sp. e acometer humanos. 


Segundo a Associação Brasileira de Proteína Animal (2021), o Brasil 
é o maior exportador e terceiro maior em produção mundial de carne de 
frango, exigindo maior responsabilidade higiênico-sanitária quanto a esse 
patógeno, visto que oferece riscos à saúde pública por contaminação 
de carcaças, biofilmes em equipamentos de abatedouros, frigoríficos, 
açougues e contaminações cruzadas no preparo do alimento, ressaltando a 
necessidade de mais estudos sobre essa DTA para ampliar conhecimentos 
e dados epidemiológicos, auxiliando no controle, prevenção e diagnóstico 
(CARVALHO e CORTEZ, 2003). 


De acordo com a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2012), 
Campylobacter é a principal causa de formas graves de diarreia. No 
entanto, a maioria das pessoas apresentam uma recuperação rápida num 
período de dois a cinco dias, embora os sintomas possam continuar por 
cerca de dez dias. Outros sintomas possíveis são febre, dores de cabeça 
e abdominais, indisposição, náuseas, vômitos, perda de peso e cáibras. 
Pode ocorrer, mais raramente, formas mais graves da doença com uma 
sintomatologia que pode incluir sepse, aborto, meningite, abscessos e 
complicações como a síndrome de Guillain-Barré. Altekruse et al. (1999), 
afirma que a baixa quantidade de Campylobacter (500 UFC) pode causar 
infecção em humanos, variando de sintomas simples a graves (ZHANG, 
2008; SCALLAN et al., 2015). 
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CONCLUSÃO 


O gênero Campylobacter é o principal causador de DTA em países 
da Europa e nos EUA desde 2005. No Brasil, a ausência de registros de 
surtos relacionados a esta bactéria não descarta sua existência e, ao 
contrário, pode sugerir um subdiagnóstico e consequente subnotificação 
devido às dificuldades na identificação da bactéria no país. 


O conhecimento acerca dos métodos diagnósticos microbiológicos, 
moleculares e imunológicos atualmente disponíveis para campilobacteriose, 
permitem o controle desta bactéria nos produtos de origem animal em 
todas as fases de produção, principalmente da carne de frango conforme 
a Normativa Interna de 2017, além de possibilitar o diagnóstico em 
humanos e auxiliar de forma eficaz nos levantamentos epidemiológicos, 
que promovem a melhoria das ferramentas no controle e prevenção desta 
DTA. 

Este livro de revisão de literatura é de suma importância para 
profissionais da área de alimentos, saúde pública e indústrias avícolas, 
visto que esse patógeno representa potencial risco à saúde pública, uma 
vez que possui formas resistentes e propensão à formação de biofilme. 
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